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摘要 为研究构建可降解纤维类固体废弃物的工程菌 采用  ×2°≤  方法克隆到绿色木霉 Τριχηοδερµ α ϖιριδε≥1的

葡聚糖内切酶 ∞ 的 ⁄ 基因 测序后构建到酿酒酵母 Σαχχηαροµ ψχεσ χερεϖισιαε诱导型表达载体 ≠ ∞≥ 上 用正交

实验对超声波辅助酵母转化系统进行了优化 转化获得的 ∞ 转化子用  的 Β2⁄2半乳糖诱导 用 杂交 !刚果红染

色法和 ≤  ≤ 糖化力法分别对目的基因的转录和表达产物的葡聚糖内切酶活性进行检测 结果表明 ∞ 的 ⁄ 基因开放

阅读框长度为 编码 个氨基酸 推测蛋白质分子量为 1 ≅  正交实验中较优组合为第 组超声波处理 

温育  单链 ⁄ Λ热激  刚果红染色显示 转化子可产生明显的水解圈 ≤  ≤ 酶活检测显示该基因能在酿

酒酵母中表达有生物活性的 ∞ 并分泌到胞外 发酵液中的酶活在培养 达到最高 1 最适酶解温度为  ε 

最适  值为 1 
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Κεψ ωορδσ: Τριχηοδερµ α ϖιριδε ;2Β2∏  Σαχχηαροµ ψχεσ χερεϖισιαε ;¬

  纤维类固体废弃物包括农作物秸秆 !枯枝落叶 !

木屑以及城市生活垃圾中的纤维类成分等 其中的

纤维素是自然界中最丰富的有机物 其潜在的可再

生资源和清洁能源的价值是解决日益严重的环境问

题和能源危机的有效途径之一 但是由于天然纤维

素结构的复杂性和对纤维素酶解转化的分子机理缺

乏完整的认识 使这方面的研究进展缓慢≈ 

绿色木霉 Τ . ϖιριδε的内切葡聚糖酶包括 ∞

 !∞  !∞  !∞ ∏等 其酶解作用是在纤维素长

链内部随机切割迅速降低纤维素结构的完整性 是

纤维素酶系的重要组成部分≈  ∞ 是内切葡聚

糖酶的重要成员 是一种低分子量的  族纤维素

酶 其基因的表达受纤维素的诱导 而且可以与

≤ 发生强烈的协同效应 在降解微结晶纤维素

的过程中起重要作用≈  

近年来国内外有许多关于纤维素酶基因及木聚

糖酶基因等的克隆与表达的相关研究≈ ∗  

≥  等克隆得到里氏木霉 Τριχηο2

δερµ α ρεεσει ∞ 基因并测序≈   等

和 ≥  等对 ∞ 分子结构和
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作用机理进行了研究 确定了 ∞ 分子中的纤维

素结合有关的区域和催化区≈     等

克隆了里氏木霉 Τ . ρεεσει ∞ 基因的

⁄和 ⁄片段 并且研究了其在大肠杆菌 Εσ2

χηεριχηια χολι和酿酒酵母 Σαχχηαροµ ψχεσ χερεϖισι2

αε中的表达 发现大肠杆菌 Ε . χολι表达的 ∞ 

大部分没有活性 而酿酒酵母 Σ . χερεϖισιαε产生

的 ∞ 具有较强的生物活性并且能够分泌到胞

外≈ 肖志壮等在酿酒酵母 Σ . χερεϖισιαε

中表达了里氏木霉 Τ . ρεεσει∞ ⁄ 基因 检

测了 种酵母分泌组分对 ∞ 的分泌的影响 并发

现 ∞ 基因的 χ端的先导序列中可能存在基因表

达的调控序列 ≈

本文采用  ×2°≤  方法克隆得到绿色木霉 Τ .

ϖιριδε≥1的主要葡聚糖内切酶 ⁄ 基因

∞  建立并优化了酵母超声波辅助转化体系 将

∞ ⁄基因转入酿酒酵母 菌株中并表达

出具有内切葡聚糖酶活性的蛋白质 初步研究了重

组 ∞ 的特性 为进一步研究 ∞ 的纤维素降解

机理及构建酿酒酵母工程菌株奠定基础 

1  材料和方法

1 1  材料

菌株及质粒  绿色木霉  Τ . ϖιριδε

≥1购自中国科学院微生物菌种保藏中心 大

肠杆菌( Ε . χολι)⁄Α本实验室保存 酿酒酵母大肠

杆菌穿梭质粒 ≠ ∞≥
 ∏  !酿酒酵母菌株

Σ . χερεϖισιαε  
 ∏ ∏  为山东大

学微生物技术国家重点实验室赠 

试剂  绿色木霉总  提取 !酵母总  

提取 !胶回收 !质粒提取试剂盒购自上海华舜生物工

程公司  ×2°≤  试剂盒 ! ⁄2× 克隆载体 !限制

性内切酶 !× ⁄ 连接酶 !∞÷2× ⁄ 聚合酶 !

购自大连宝生物工程公司  杂交的 ⁄

 °⁄  ⁄ ≥

试剂盒购自    ≥公司 其他生

化试剂为国产分析纯 

培养基  ≈  ≠ °⁄≥≤2 酵母尿嘧啶

营养缺陷型选择培养基≈  ∞⁄∞≥ °⁄≈ 

112  方法

绿色木霉的总   提取  采用上海华舜

生物工程公司小量植物叶总   提取试剂盒 方

法参照说明书加以改进 

引物设计  参照 ≥等≈发表的里

氏木霉 Τ . ρεεσει纤维素酶基因进行设计 

  ×2°≤    ×2°≤  采用 × 公司的

≥   °≤    ∂ 试剂盒 方法参照说

明书 反应体系 Λ反应条件  ε  逆转

录  ε   停止逆转录反应 !预变性  ε

 变性 1 ε  退火  ε   延

伸 个循环  ε   ε 停止反应 设一个不

加逆转录酶的负对照以确定无 ⁄ 污染 负对照

的反应体系和反应条件均与样品相同 

大肠杆菌基因工程操作和 ⁄ 测序  大

肠杆菌基因工程操作采用常规方法≈  ⁄ 测序

由上海联众基因研究院进行 

维素酶基因酿酒酵母表达载体构建  将目

的基因片段  ⁄2× 克隆载体上经双酶切 构建

到带有高效半乳糖诱导启动子的酿酒酵母表达载体

≠ ∞≥上 命名为 ≠ ∞≥2 ∞  

超声波辅助 ⁄°∞转化法的优

化  采用超声波对酵母细胞进行处理 用 ≥≥2

⁄°∞转化法 将 ≠ ∞≥转化酿酒酵母 对这

一转化体系中影响转化效率的 个主要因素进行 

因素 水平的 
正交试验 以每个实验组合的

转化率转化子Λ质粒为评价指标 次重复 

个影响因素及相应的 水平如表 所示 用优化后

的转化方法将 ≠ ∞≥2 ∞ 转化酿酒酵母 Σ . χερε2

ϖισιαε  酵母转化子检测采用常规方法≈ 

表 1  Λ9(3
4)正交实验因素水平

×  ƒ√¬ 


水平
超声波处理

时间 

温育时间



≥≥2⁄量

≤Λ

热激时间

⁄

    

    

    

 杂交  酵母总   提取采用上

海华舜生物工程公司酵母总   提取试剂盒 方

法参见试剂盒说明书稍加改进 总   变性及电

泳采用常规方法≈ 杂交的探针标记与检

测方法参照试剂盒说明书 

刚果红染色  刚果红染色法参照官家发等

的方法≈ 

转化子的诱导表达及培养时间最适酶解温

度和  值测定  将 ∞ 转化子接种到含   Β2⁄2

半乳糖 ≥≤2培养基进行诱导 培养液经离心 !

盐析再用乙酸钠缓冲液溶解后为粗酶液 用 ≤  ≤

糖化力法检测内切葡聚糖酶活性 对不同培养时间
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的纤维素酶活性以及最适酶解温度和  值进行测

定 最适酶解温度的反应条件为 1 反应温度

分别为  ∗  ε  个梯度 最适  值反应条件

为 反应温度  ε  值分别为 1 ∗ 1 个梯

度 实验设一个用葡萄糖抑制 ∞ 基因表达的负

对照 次重复 以纤维素酶利用相应底物 在实验

条件下每 产生  Λ葡萄糖为 个酶活单位

 

2  结果

211  绿色木霉总  提取和引物设计

绿色木霉用微晶纤维素为碳源的 培养

基诱导 过滤收集菌体 用小量植物叶总  提

取试剂盒提取总   绿色木霉基因的内含子较

小 通常小于  ⁄ 片段和 ⁄ 片段在琼

脂糖凝胶电泳上较难分开 除去   中得痕量

⁄对于得到正确的⁄ 片段是非常重要的 为

防止 ⁄ 污染 对   提取方法进行了改进 将

提取到的   用 ⁄   ε 处理 然后

再用   吸附柱纯化一次 这样可以保证得到无

⁄污染的高质量的绿色木霉总  图  

引物设计时在上下游分别加入 ∞ 和 ÷

位点 引物如下 

°  χ2 2χ

  χ2 2χ

212   ×2°≤  及 ⁄测序及序列分析

 ×2°≤  反应结果为负对照无带 说明模板

 中无 ⁄ 污染 扩增得到的片段应为 ⁄

片段 样品得到 条与预期大小相符的约 1的

条带和 条较小的非特异条带 回收与预期大小相

符的条带图  连接到克隆载体  ⁄2× 上 转

化大肠杆菌 ⁄Α得到阳性克隆经菌落 °≤  和限

制性内切酶酶切鉴定后 由上海联众基因研究院进

行 ⁄ 测序 测序结果为 克隆到的绿色木霉

≥1 的 ∞  ⁄基因片段全长为 

开放阅读框长度为 编码 个氨基酸 推

测的蛋白质分子量为 1 ≅  ∞注册

号  ≠ 与参考 ⁄ 序列的开放读码框

  ƒ的同源性为 1  证实了获得的基因的

正确性 

213  酿酒酵母表达载体的构建

测序正确后 将目的基因片段经 Εχο 和 ÷

双酶切 构建酿酒酵母表达载体 ≠ ∞≥2∞  转

化大肠杆菌 用双酶切方法鉴定 得到大小约为

1空质粒和 1插入片段的 条带图 ≤ 

酒酵母表达载体图谱如图 所示 保存阳性克隆菌

种 

 绿色木霉总     ×2°≤     Κ2∞×  

) 不加逆转录酶的负对照  ∞  ⁄  ≤ ≠ ∞≥2

∞ 酶切鉴定   Κ2∞×   ≠ ∞≥2

∞ 未酶切质粒  ≠ ∞≥2∞  ∞  ÷双酶切结果

图 1  绿色木霉( Τριχηοδερµ α ϖιριδε ΑΣ 3 .3711) 总 Ρ ΝΑ !

ΡΤ2ΠΧΡ 及 πΨΕΣ22ΕΓ 的酶切鉴定结果

ƒ  ×    Τριχηοδερµ α ϖιριδε ≥ 1 ∏

 ×2°≤  ≠ ∞≥2∞  ∏ 

图 2  πΨΕΣ22ΕΓ 质粒图谱

ƒ  ≠ ∞≥2∞ 

214  超声波辅助 ⁄°∞转化法的优化

及转化子的检测

对正交实验分析表明 各因素的最大 κ值分别

是 因素  的 κ   !因素 的 κ   !因素

≤ 的 κ   !因素 ⁄的 κ   即第 号实验

组合超声波处理 !温育处理  !单链 ⁄

浓度为 Λ!热激 为较优组合 通过对表 

数据的极差分析 各因素的极差顺序是  ⁄ 

       ≤ 即各影响因素的主
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次顺序是 单链载运 ⁄ 量 热激时间 超声波

处理时间 温育时间 本实验中最主要的影响因素

是单链载运 ⁄的量表  用优化后的实验组合

将 ≠ ∞≥2∞ 转化酵母 转化后在不含尿嘧啶的

≥≤2酵母尿嘧啶营养缺陷型选择培养基上筛选 

对得到的转化子经酵母菌落 °≤  和提质粒 !转大肠

杆菌后进行酶切鉴定 确定阳性克隆 

表 2  酵母转化 Λ9(3
4)正交试验结果

×   ∏
 









≤



⁄



转化

率

     

     

     

     

     

     

     

     

     

Κ    

Κ    

Κ    

κ    

κ    

κ    

Ρ    

ρ    

   次重复平均数  因素 水平的转化率之和   因素

水平的转化率平均数  极差  各影响因素的主次顺

序

2 5  杂交

采用上海华舜生物工程公司小量酵母总  

提取试剂盒提取 ∞ 酵母转化子总   将细胞

破碎由酶解法改为玻璃珠法 转化子经  半乳糖

诱导 实验设一个采用  葡萄糖抑制 ∞ 基

因表达的负对照和微晶纤维素诱导的绿色木霉纤维

素酶基因表达的阳性对照 各取约 Λ总   电

泳 用绿色木霉 ∞ 基因的 ⁄ 片段随机标记

探针进行杂交 结果为葡萄糖抑制的负对照  

泳道没有杂交信号 在诱导表达酵母   泳道和

阳性对照泳道各杂交得到一条与预期大小相符的

1的带图  证实了目的基因在酿酒酵母中的

转录 

216  刚果红染色

≠ ∞≥2 ∞ 酵母转化子在 ≥≤2 平板上经

 的半乳糖诱导 加入含 1  ≤  ≤2的上

层琼脂 后进行刚果红染色 以含有 ≠ ∞≥空质粒

的转化子作为阴性对照 由图 可见 转化子都可在

≥≤2平板上生长 ≠ ∞≥2∞ 酵母转化子可产生

直径约为 1 ∗ 1的清晰的水解圈 而对照则

没有产生水解圈 

 ≠ ∞≥2∞ 酵母转化子总  和绿色木霉总    

 杂交结果   采用葡萄糖抑制的负对照  

 半乳糖诱导表达的转化子   微晶纤维素诱导的

绿色木霉阳性对照

图 3  ΕΓ 酵母转化子的 Νορτηερν 杂交分析

ƒ    ∞  

) 空质粒 ≠ ∞≥的转化子 阴性对照

  ≠ ∞≥2∞ 转化子

图 4  πΨΕΣ22ΕΓ 转化子刚果红染色产生的水解圈

ƒ  ∏ ≤2 2≤  ≤ 

≠ ∞≥2∞  

217  转化子的诱导表达及培养时间最适酶解温度

和  值测定

以 ≤  ≤2为底物 分别测定了培养  ! !

 ! ! ! ! !的内切葡聚糖酶活性 结果

如图 所示 在培养 到 酶活迅速升高 在培

养 达到最高为 1 从 到 酶

活迅速降低图  确定 为 ∞ 酶分离提纯 !

最适温度和  值测定的最佳培养时间 
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对酶解温度的研究结果表明 酵母转化子产生

重组 ∞ 的最适酶解温度为  ε 温度从  ε 到

 ε 时 相对酶活迅速升高 在  ε 时达到最高 随

着温度继续提高相对酶活缓慢下降 这一结果与报

道过的里氏木霉纤维素酶的最适温度基本一致

图  

图 5  培养时间对转化子酶活的影响

ƒ  ∞∏∏ √

图 6  温度对 ΕΓ 酶活的影响

ƒ  ∞∏ ∞  √√

酵母转化子产生的葡聚糖内切酶 的最适酶解

反应  值在 1左右 在  值为 1时 相对酶

活仅为 1  在  值达到 1时 相对酶活为

1  重组酶的最适  值与报道过的里氏木霉

纤维素酶的最适  值基本相同图  

图 7  πΗ值对 ΕΓ 酶活的影响

ƒ  ∞  ∞  √

3  讨论

超声波生物作用的机制是十分复杂的 主要是

空化作用引起的机械力和热作用 可能导致空泡周

围细胞的细胞壁和质膜的击穿或可逆的质膜透性改

变 使细胞内外可发生物质交换 丁志山等研

究了超声波对酵母原生质体转化的影响 发现超声

波可以显著提高原生质体转化率≈ 但是对于超声

波对酵母完整细胞转化的影响并不明确 本实验通

过预实验发现超声波处理  ∗ 时可以显著提高

酵母完整细胞 ×∞°∞转化法的转化率另

文发表 在此基础上对影响转化的主要因素进行了

优化 建立了超声波辅助酵母完整细胞转化体系 

通过刚果红染色可以看出 转化子可以产生具

有内切葡聚糖酶活性的 ∞  并且绿色木酶 ∞ 

⁄基因的前端信号肽可以被酿酒酵母正确识

别 将表达产物分泌到细胞外 因此 不需要细胞裂

解 就可以在 ≤  ≤2平板上产生清晰的水解圈 

对照 ≠ ∞≥空质粒的转化子由于不含有插入片断 

虽然可以在 ≥≤2 培养基上生长 但是不能产生水

解圈 本研究也对转化子的胞内葡聚糖内切酶活性

进行了检测 结果没有检测到明显的酶活 进一步说

明酿酒酵母能够正确的识别绿色木霉葡聚糖内切酶

基因前部的信号肽 表达产物不在胞内积累 从而将

绝大部分表达产物分泌到胞外培养液中 

在转化子诱导培养前期重组酶在培养液中逐渐

积累 在达到最高点后由于营养物质的消耗和酶活

性的丧失 体系中的酶活迅速降低 因此确定最佳的

培养时间 对下一步进行重组酶分离纯化工作非常

重要 在酶解温度的研究中 重组酶表现出一定的热

稳定性 在  ε 时也能保持  的葡聚糖内切酶活

性 这一点与该酶自身得结构特点和酵母表达体系

可以对表达产物进行糖基化修饰有关 对重组酶在

工业上的应用是一个有利条件 重组酶的最适酶解

温度与  值与报道过的里氏木酶纤维素酶的最适

酶解温度和  值基本一致 在偏酸性的范围内重

组酶葡聚糖内切酶活性较高 但是在实际应用中常

见的中性环境下酶活较低 可以通过研究改变重组

酶的分子结构 提高最适  值来尝试解决这一问

题 

除了表达产物的分泌外 研究纤维素诱导的高

效启动子 进一步提高纤维素酶在酿酒酵母中的表

达效率 以及多个纤维素酶基因共转化酵母或带有

不同纤维素酶基因的转化子的混合发酵 是构建可

期 环   境   科   学



降解转化纤维类固体废弃物的工程菌仍需要进一步

研究解决的问题 
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